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1. INTRODUCAO

A preservacdo de microrganismos é de interesse cientifico, tecnolégico e
industrial, devido a capacidade destes de produzir produtos de interesse como
enzimas, vitaminas, aminoacidos, polissacarideos. A manutencdo adequada tem
como intuito conservar caracteristicas genéticas de uma determinada cepa e ter
em estoque 0S microrganismos viaveis caso ocorram contaminacdes ou mutaces
gue causem a perda de rendimento do produto final desejado (BROECKX et al.,
2016; NASRAN et al., 2020)

Dentre os microrganismos de interesse industrial destacamos as bactérias
gram-negativas do género Xanthomonas, que produzem o exopolissacarideo
chamado xantana que possui propriedades reoldgicas de interesse para diferentes
industrias (GARCIA-OCHOA et. al, 2000).

Os microrganismos diferem entre si em termos de resisténcia as técnicas de
preservacdo. As técnicas, por sua vez, diferem principalmente em relagdo ao
estado fisiologico ou vital que mantém as células (PRAKASH et al., 2013), ao tempo
de preservacéo que permitem (GIRAO et al., 2004; PRAKASH et al., 2013) e o tipo
de equipamento e especializacdo de méo de obra necessarios para sua realizacao
(BROECKX et al., 2016).

Os métodos tradicionais e difundidos de preservacao de microrganismos sao
a liofilizacdo, o congelamento e o ultracongelamento. Contudo, sdo métodos que
requerem equipamentos especificos e acabam encarecendo o processo. Métodos
alternativos de preservagado como solo, tiras de papel, pérolas de vidro e procelana,
e ganham importancia frente a auséncia de estruturas exigidas por outras formas
de preservacédo, como liofilizadores e ultrafreezers, e também como uma maneira
de viabilizar o transporte. Técnicas simples de conservacdo, ndo baseadas na
refrigeracdo, sdo cada vez menos empregadas e estudadas; no entanto, em
situagdes como o isolamento de estirpes no meio selvagem e o transporte nao
refrigerado, continuam a ser essenciais (BOROWSKI et al., 2023).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de
Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 46, preservadas por técnicas alternativas
em solo estéril, pérolas de vidro e sementes, por 12 anos..

2. METODOLOGIA

Neste estudo utilizou-se a linhagem de Xanthomonas arboricola pv pruni, cepa
46. No ano de 2011, as células foram multiplicadas em meio liquido Yeast Malt
(YM) (JEANES, 1974), a partir de colénias isoladas mantidas em meio SPA sélido
(HAYWARD, 1964), conforme procedimentos recomendados para a producéo de
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inéculo por Vendruscolo et al. (2004). Os processos foram conduzidos em frascos
Erlenmeyer com volumes totais de 50 mL, em incubadora com agitador orbital a
28°C, 150 rpm por 24 h. Nos tempos 0 e 24 h de incubacéo, as concentracdes
bacterianas foram avaliadas através de diluicbes seriadas e plaqueamento,
expressas em UFC mLt (BOROWSKI, 2011). A cepa foi preservada por diferentes
técnicas alternativas de preservacao em mini-dessecadores montados em frascos
tipo penicilina contendo sementes de girassol, pérolas de vidro, solo estéril,
conforme Borowski (2011), e armazenadas sob refrigeragéo por 12 anos.

Para avaliacdo de uma possivel sobrevivéncia, procedeu-se a recuperacao
das amostras. Depositou-se 3 sementes, 3 pérolas e a por¢ao superior do solo que
continha a regido inoculada, respectivamente, para a reidratacdo, em frascos de
penicilina contendo 1 mL de meio de cultivo YM. Amostras foram coletadas apos o
tempo padrdo de hidratacdo, 20 minutos (BOROWSKI, 2011), avaliou-se também
apos 3 h em agitador orbital a 28°C e 150 rpm. Apds a recuperacdo das culturas,
avaliou-se a viabilidade celular das mesmas através da cultura em placas em meio
sélido SPA, de 50 pl da suspensao bacteriana e diluicbes seriadas obtidas, em
seguida incubadas em estufa por 48 h, e realizou-se a contagem das col6nias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estdo demonstrados os resultados da concentracdo celular e
percentual de sobrevivéncia de células preservadas pelas técnicas alternativas.

Na metodologia descrita por Borowski (2011), onde deposita-se os conteudos
dos mini-dessecadores deixando em repouso por 20 minutos em seguida realiza-
se as diluicdes no cultivo em meio sélido ndo observou-se crescimento celular em
nenhum dos tratamentos. Observou-se que o microrganismo utilizado necessitou
de condi¢cbes mais favoraveis por um periodo maior que 20 minutos, como utilizado
normalmente em outras metodologias de preservacao para a reativacao celular.

No entanto, ao colocar os materiais com 0s microrganismos preservados em
agitador orbital, observou-se o crescimento de Xanthomonas de 9,6 x 10* UFC mL-
1. para a técnica com sementes de girassol, alcancando-se 0,0032% de
sobrevivéncia (Tabela 1). Nas preservacfes com solo esterilizado e pérola de vidro
cresceram apenas contaminacoes.

Borowski (2011), ap6s 30 dias de preservacdo, observou que a técnica
alternativa de preservacdo em sementes manteve 0 maior percentual de
sobrevivéncia de células.

Tabela 1. Concentracdo celular e percentual de sobrevivéncia de células
preservadas por técnicas alternativas.

Concentracéo celular (UFC mL?) e

'I;ggglr‘\:g déeo Con?rﬁgit(;?gao percentual de sobrevivéncia (%)
p c 30 dias* 12 anos
Sementes de 6,0x 105 | 0,020 | 9,6 x 10* | 0,0032
girassol
Solo esteéril 3.0 x 10° 21x105 | 0,007 0 0
Pérola de vidro 2 0x 103 | 0,00007 0 0

*Resultados descritos por Borowski (2011).
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A técnica de preservacdo em pérolas de vidro € descrita como néo
propagativa (SMITH, 1994), sendo assim, cessa completamente o metabolismo
celular, desse modo € compreensivel ndo observar o crescimento de unidades
formadoras de colbnia ap0s 12 anos de preservagao.

As metodologias de preservacdo em sementes e solo estéril sdo descritas
como métodos semi-propagativos, ou seja, elas permitem a multiplicacdo celular
mesmo que lenta (SMITH, 1994). No presente estudo, com a observacdo de
contaminagbes nas amostras de solo acredita-se que embora tenha sido
esterilizado devidamente, a presenca de esporos e biofilmes resistentes possam
ter inviabilizado a preservacdo por longo periodo do cultivo estudado. Ao
compararmos as preservacdes em solo e pérolas a preservacdo em sementes de
girassol, os resultados obtidos reforcam o que foi sugerido por Salcedo et al. (1992),
que tratar-se de um meétodo semi-propagativo, pois as sementes apresentam
naturalmente nutrientes que criam um micro-ambiente favoravel para a
preservacao e viabilidade do microrganismo, além dos nutrientes presentes no
meio YM, no qual as sementes foram previamente embebidas.

Salcedo et al. (1992) também avaliaram a preservacdo de X. campestris em
sementes de couve e observaram uma sobrevivéncia de 10% do inicial apds 20
meses de preservacdo. Segundo os autores, 0 método apresenta como vantagens
a facil inoculacédo, auséncia de transferéncias, menor risco de contaminagéo, além
de melhorar a taxa de crescimento das bactérias no meio de cultivo, apés
recuperacao.

Borowski et al. (2023) objetivou determinar a eficacia da liofilizacdo na
preservacdo a longo prazo da mesma cepa estudada. Ap6s 12 anos de
preservacdo, a cepa recuperada foi viavel com percentual de sobrevivéncia de
0,031%. Resultado muito similar ao encontrado no presente trabalho para a técnica
de preservacdo em semente, indicando que o método pode ser utilizado para a
preservacao a longo prazo do microrganismo em questéao.

4. CONCLUSOES

A técnica de preservacdo alternativa utilizando sementes de girassol é
adequada para a manutencdo da viabilidade a longo prazo. Analises futuras irdo
averiguar se as capacidades de producdo de xantana pela cepa 46 preservada
foram mantidas.
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